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Kristalline Saureadditionsaize 

Die Erfindung betrifft eine bestimmte Form des Methansulfonsaureadditionssalzes von 4- (4 

Methyl-piperazin-1-ylmethyl)-N^-methyl-3-(4-pyridin-3-yl)-pyrimidin-2-yl^ 

benzamid, welche bestimmte Kristalle umfasst, Verfahren zu deren Herstellung, Arzneimit- 

tel, enthaltend diese Kristallform, und deren Verwendung zur diagnostischen oder vorzugs- 

weise therapeutischen Behandlung von Warmblutern, insbesondere Menschen, oder ihre 

Verwendung zur Herstellung von pharmazeutischen Praparaten zur diagnostischen oder 

vorzugsweise therapeutischen Behandlung von Warmblutern, insbesondere Menschen. 

Hinterorund der Erfinduno: 

Im Beispiel 21 der EP-A-0 564 409, die am 6, Oktober 1993 veroffentlicht wurde, und in 
Aquivalentanmeldungen In zahlreichen anderen Landern istdie Herstellung von 4-(4- 
Methyl-piperazin-1-ylmethyl)-N-[4-methyl-3-{4-pyridin-3-yl)-pyrimidin-2-ylamino)-phenyl]- 
benzamid und ihre Verwendung, insbesondere als Antitumormittel, beschrieben. Diese 
Verbindung ist dort lediglich in freier Form (nicht als Salz) exemplifiziert. 

Es wurde nun uberraschenderweise gefunden, dass beim Methansulfonatsalz dieser Ver- 
bindung eine Kristallform, die nachfolgend als p-Kristallform bezeichnet wird, unter be- 
stimmten.Bedingungen gefunden werden kann, die sehr vorteilhafte Eigenschaften hat. 

Detaillierte Beschreibunq der Erfindung: 

Nachfolgend wird die Erfindung unter Zuhilfenahme von Zeichnungen und weiterer Para- 
meter naher beschrieben:- 

Beschreibung der Zeichnungen 

Fig. 1/3 zeigt das Rontgenbeugungsdiagramm der a- Kristallform des Methansulfonsauread- 
ditionssalzes der Verbindung der Formel I; 
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Bedingungen ist es jedoch moglich, von 4-(4-Methyl-pipera2in-1-ylmethyl)-N-[4-methyl-3-{4- 
pyridin-3-yl)-pyrimidin-2-ylamino)-phenyl]-benzamid-methansulfonat in einer anderen Kri- 
stallfornn zu erhalten, die nicht nadelformig ist. Diese Form ist im vorliegenden Text als p- 
Kristallform bezeichnet. ^ 

Die p-Kristallform von 4-(4-Methyl-pipera2in-1-ylmethyl)-N-[4-metliyl-3-(4-pyridin-3-yl)-pyri- 
midin-2-ylamino)-phenyl]-benzamid-methansulfonat hat den Vorteil, dass sie wesentlich 
gunstigere Flusseigenschaften aufweist als die a-Kristallform. 

Diese Kristallform hat daruber hinaus den Vorteil, bei Temperaturen unterhalb von 140 °C 
die thermodynamisch stabilere Form zu sein. 

Schliesslich ist die p-Kristallform weniger hygroskopisch als die a-Kristallform und somit 
auch besser lagerbar und leichter zu verarbeiten. 

Die Erfindung betrifft ein Saureadditionssalz einer Verbindung der Forme! I in einer Form, 
welche nicht-nadelformige Kristalle umfasst., insbesondere eine nicht-nadelformige Khstall- 
form des Methansuifonsaureadditionssaizes der Verbindung der Formel I. 



Die Erfindung betrifft insbesondere eine bestimmte, im wesentlichen reine Kristallform, vor- 
zugsweise die, welche nachfolgend als p-Kristallform bezeichnet wird, des Methansulfon- 
saureadditionssalzes von 4-(4-Methyl-piperazin-1 -ylmethyl)-N-[4-methyl-3-(4-pyridin-3-yl)- 
pyrimidin-2-ylamino)-phenyl]-benzamld der Formel I, 




(I) 



Dagegen taucht als neuer zusatzlicher Peak der mit (4) in Fig. 2/3 markierte Peak auf. Aus- 
serdem taucht der neue Peak, der in Fig. 2/3 mit (5) markiert ist, auf. 

Auch sonst zeigen die Rontge^eugungsdiagramme deutliche Unterschiede. 

Vorzugsweise zeigt das im wesentlichen reine Methansulfonsaureadditionssalz der 
Verbindung der Fornnel I in der p-Kristallfornri das in Fig. 2/3 gezeigte 
Rontgenbeugungsdiagramm. 

(i) Bevorzugt ist eine Kristallform des Methansulfonsaureadditionssalzes der Verbindung der 
Fornnel I, welche im Rontgenbeugungsdiagramm nicht den in Fig. 1/3 mit (1) markierten 
Peak zeigt wobei die Kristallform vorzugsweise in im wesentlichen reiner Form vorliegt. 

(ii) Bevorzugt ist auch eine Kristallform des Methansulfonsaureadditionssalzes der 
Verbindung der Formel I, welche bei 93 % relativer Luftfeuchtigkeit bei 25 °C noch trocken 
bleibt, wobei die Kristallform vorzugsweise in im wesentlichen reiner Form vorliegt. 

(iii) Die Erfindung betrifft vorzugsweise die p-Kristallform des Methansulfonsauread- 
ditionssalzes der Verbindung der Formel I, die gekennzeichnet ist durch das Vorliegen von 
Kristallen, welche die in Fig. 3/3 unten gezeigte Form aufweisen; insbesondere die p- 
Kristallform in im wesentlichen reiner Form. 

(iv) Bevorzugt ist die p-Kristatlform des Methansulfonsaureadditionssalzes der Verbindung 
der Formel I, welche einen Schmelzpunkt von unter 225 ^C, insbesondere im Bereich 
zwischen 217 und 225 °C hat. 

(v) Bevorzugt ist auch die p-Kristallform des Methansulfonsaureadditionssalzes der 
Verbindung der Formel I, welche einen Schmelzpunkt von 217 °C, definiert als 
Schmelzbeginn im DSC-Thermogramm, hat. 

(vi) Bevorzugt ist auch die p-Kristallform des Methansulfonsaureadditionssalzes der 
Verbindung der Formel I, welche im Rontgenbeugungsdiagramm den in Fig. 2/3 mit (4) 
markierten Peak zeigt. 



wie N,N-Dimethylformannid Oder -acetamid, Oder einem hydrophilen Ether, wie Dioxan, 
vorzugsweise in Gegenwart von etwas Wasser, oder Geitiischen davon, in Suspension bei 
geeigneter Temperatur, vorzugsweise bei einer Temperatur zwischen 20 und 50 °C, z.B. bei 
etwa 25 °C. digeriert, oder ^ 

b) eine andere Kristallform, insbesondere die a-Kristallform, oder ein amorphes 
Ausgangsmaterial des Methansulfonsaureadditionssalzes der Verbindung der Formel I in 
einem geelgneten polaren Losungsmittel, wie insbesondere einem Alkohol, wie Methanol 
Oder Ethanol, einem Keton, wie Aceton, einem N,N-Diniederalkylniederalkancarbonsaure- 
amid, wie N,N-Dimethylformamid oder -acetamid, oder einem hydrophilen Ether, wie 
Dioxan, oder Gemischen davon, vorzugsweise in Gegenwart von etwas Wasser, bei 
geeigneter Temperatur auflost, beispielsweise, nachdem man das Losungsmittel enwarmt 
hat, Oder unter Erwarmen wahrend des Auflosens, vorzugsweise in beiden Fallen auf 25 
bis zur Ruckflusstemperatur des Reaktionsgemisches, und anschliessend durch Zugabe 
einer geringen Menge der p-Kristallform als Impfkristall bei geeigneter Temperatur, bei- 
spielsweise zwischen 0 und 70 °C, vorzugsweise zwischen 20 und 70 °C, die Kristallisation 
einleitet. 

-Die obigen-Bedingungen zur zieigerichteten Herstellung der einzelnen-Kristallformen sind - 
nicht abschliessend angegeben. Im allgemeinen ist es z.B. moglich. Parameter, wie z.B. 
das Gewichtsverhaltnis des Methansulfonsaureadditionssalzes der Verbindung der Formel I 
zum Losungsmittel zu variieren. Auch ist es moglich, die fur die Herstellung der p- 
Kristallform benotigte Zeit, insbesondere bei gleichzeitiger Anpassung der angegebenen 
Temperaturen, zu variieren. 

Zu den Vorteilen der p-Kr^stallform zahit insbesondere die kompaktere Kristallform, die zu 
wesentlich vorteiihafteren Flusseigenschaften und damit zur besseren Verarbeitbarkeit des 
Methansulfonsaureadditionssalzes der Verbindung der Formel I in der p- Kristallform gegen- 
uber dem in der a-Kristallform fuhrt, beispielsweise bei der Herstellung pharmazeutischer 
Praparate. 

Die a-Kristallform des Methansutfonsaureadditionssalzes der Verbindung der Formel I ist 
bei Raumtemperatur zwar metastabil. Jedoch ist die p- Kristallform des Methansulfonsau- 
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Die geringere Hygroskopie ist ein weiterer Vorteil fur die Verarbeitbarkeit und Lagerfahigkeit 
des Saureadditionssalzes in der p-Kristallform. 

Das Methansulfonsaureadditionssalz der Verbindung der F6rmel I (wie auch 4-(4-Methyl- 

piperazin-1-ylmethyl)-N-[4-methyl-3-(4-pyridiri-3-yl)-pyrirTiidin-2-ylaniirio)-p^ 

in freier Fornn) besitzt wertvolle pharmakologische Eigenschaften und kann z.B. als Antitu- 

mormittel, als Mittel gegen Atherosklerose, als Mittel gegen Restenose, zur Verhinderung 

von transplantationsbedingten Erkrankungen, wie der obliterativen Bronchiolitis, und zur 

Verhinderung der Invasion von bestimmten Bakterien, wie beispielsweise Porphyromonas 

gingivalis, in Zellen von Warmbluternverwendet werden. 

Die Phosphoryiierung von Proteinen ist seit langem als ein wesentlicher Schritt bei der Dif- 
ferenzierung und Vermehrung von Zellen bekannt. Die Phosphoryiierung wird durch Pro- 
teinkinasen katalysiert, die man in Serin/Threonin-Kinasen und Tyrosin-Kinasen unterteilt. 
Zu den Tyrosin-Kinasen gehort die PDGF (Platelet-derived Growth Factor) -Rezeptor- 
Tyrosin-Kinase und auch die . 

PDGF (Platelet-derived Growth Factor) ist ein sehr haufig vorkommender Wachstunnsfaktor, 
der eine wichtige Rolle sowohl beim normalen Wachstum als auch bei der pathologischen 
Zellvermehrung spielt, wie bei der Karzinogenese und bei Erkrankungen der glatten Muskel- 
zellen von Biutgefassen, z.B. bei der Atherosklerose und der Thronnbose. 

Die Hemmung der PDGF-stinnulierten Rezeptor-Tyrosinkinaseaktivitat in vitro wird in PDGF 
Rezeptor Immunkomplexen von BALB/c 3T3 Zellen gemessen, analog wie beschrieben von 
E. Andrejauskas-Buchdunger und U. Regenass in Cancer Research 52, 5353-5358 (1992). ' 
Die oben naher bezeichnete Verbindung der Formel I, wie insbesondere ihre p-Kristallform, 
hemmt die PDGF-abhangige zelifreie Rezeptorphosphorylierung. Die Hemmung der PDGF- 
Rezeptor-Tyrosinkinase wird in einem Mikrotiter ELISA Assay gemessen (vgl. Trinks et a!., 
J. Med. Chem. 37. 1015-27 (1994). 4-(4-Methyl-piperazin-1-ylmethyl)-N-[4-methyl-3-(4- 
pyridin-3-yl)-pyrimidin-2-ylamino)-phenyl]-benzamid hemmt die Ty rosin kinase- Aktivitat des 
PDGF-Rezeptors mit einer IC50 (Konzentration halbmaximaler Hemmung gegenuber einer 
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Ausserdem verhindert das Methansulfonsaureadditionssafz der Verbindung der Formel I, 
wie insbesondere seine p-Kristallform C. die Bildung von Resistenz (multidrug resistance) 
bei der Krebstherapie nnit and^n Chemotherapeutlka Oder hebt eine bereits gegenuber 
anderen Chemotherapeutlka vorhandene Resistenz auf. Auch unabhangig von dem 
vorstehend beschriebenen Effekt kann das Methansulfonsaureadditionssalz der 
Verbindung der Formel I, wie insbesondere seine p-Kristailform, mit Vorteil in Kombination 
mit anderen Antitumormittein verwendet werden. 

Auch abl-Kinase, insbesondere v-abl-Kinase, wird durch 4-(4-Methyl-piperazin-1-ylmethyl)- 
N-[4-methyl-3-(4-pyridin-3-yl)-pyrimidin-2-ylamino)-phenyl]-benzamid und dessen Methan- 
sulfonatsalz inhibiert. Die Hemmung der v-abl-Klnase wird nach den Methoden von N. 
Lydon et a!., Oncogene Research 5, 161-173 (1990) und J.F. Geissler et al., Cancer Re- 
search 52, 4492-8 (1992), bestimmt. Dabei venwendet man [Val^-Angiotensin II und [y-^^P]- 
ATP als Substrate. 4-(4-Methyl-piperazin-1-ylmethyl)-N-[4-methyl-3-(4-pyridin-3-yl)-pyrimi- 
din-2-ylamino)-phenyl]-benzamid zeigt hier eine IC50 von 38 nM. 

Analog hemmt das Salz der Verbindung der Formel I auch die BCR-abl-Kinase (siehe Na- 
ture-Medicine"?; 561^566 (1996)) undist somit geeignet zur Behandlung BCR^abl-positiver — 
Krebs- und Tumorerkrankungen, wie Leukamien (insbesondere Chronisch-myelogene Leu- 
kamie und Akute Lymphobtastische Leukamie, wo insbesondere apoptotische Wirkungs- 
weise gefunden wird). Gliomas, Sarkomas, Ovarialtumoren, und zeigt auch Wirkungen auf 
die Untergruppe leukamischer Stammzellen und Potential fur die Reinigung solcher Zellen 
in vitro nach Entnahme derartiger Zellen (z.B. Knochenmarksentnahme) und anschliessen- 
de Reimplantation der von Krebszellen gereinigten Zellen (z.B. Reimplantation von gereinig- 
ten Knochenmarkszellen),- 

Ausserdem zeigt das Methansulfonsaureadditionssalz der Verbindung der Formel I auch 
nutzliche Effekte bei der Behandlung von durch Transplantation, z.B. allogene Trans- 
plantation, entstehenden Krankheitsbildern, vor allem Abstossungsreaktionen, wie ins- 
besondere bei Obliterative Bronchiolitis (OB), d.h. einer chronischen Abstossung von alio- 
genen Lungentransplantaten. Bei Patienten ohne OB findet sich im Gegensatz zu Patienten 
ohne OB oft ein erhohter PDGF-Spiegel in den bronchoalveolaren Auswaschfliissigkeiten. 
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weiter mit Zellkultur-Medium verdunnt und fur die Experimente in Konzentrationen von 10 
bis 0,1 fiM venvendet. Fur die in-vivo-Verabreichung wird das Methansulfonsaureadditions- 
salz der Verbindung der Formel I beispielsweise in DMSO mit einer Konzentration von 200 
mg/ml gelost und danach 1:20^it 1% Tween in 0,9 % Natriumchloridlosung aufgelost. 
Nach Ultraschallbehandlung erhalt man eine klare Losung. Die Stammlosungen werden 
taglich vor der Verabreichung hergestellt. Die Verabreichung wird 24 Stunden vor der 
Operation vorgenommen. 50 mg/kg des Methansulfonsaureadditionssalzes der Verbindung 
der Formel I wird in einer Dosis pro Tag Ratten i.p. wahrend des gesamten Beobachtungs- 
zeitraums verabreicht. Kontrollratten erhalten die gleiche Dosis des Tragers. 

Primare Kulturen glatter Muskelzellen aus der Aorta werden aus 9 bis 1 1 Tage alten DA 
(AG-B4, RT1 a)- Ratten- Aorten unter Abwandlung der Methode von Thyberg et al. (siehe Dif- 
ferentiation 25, 156-67 (1983)) isoliert . Die Aorten werden der Lange nach geoffnet und die 
Endothelschicht behutsam abgeschabt. Die Adventitia und die Media werden getrennt, und 
die Media-Schicht wird mit 0,1 % Kollagenase und DNAse in phosphatgepufferter physiolo- 
gischer Koclisalzlosung wahrend 30 min bei 37 °C verdaut. Die Zellen werden zentrifugiert, 
in Kulturmedium suspendiert und diirfen dann an Plastikflaschen festwachsen. Die Primar- 
zellen werden nach Passage 2 bis 6 fCir die Experimente verwendet. Subkulturen werden in 
DMEM, supplementlert mit 10 % fetalem Kalberserum, 2 mmol/ml Glutamin, 100 mmol/ml 
Streptomycin und 100 lU/ml Penicillin, gehalten. Zur Identifikation lasst man die Zellen auf 
Glas-Deckplattchen wachsen und farbt sie an auf SMC-a-Aktin (s.u.). 

Die in-vitro-Quantifizierung der Wanderung der glatten Muskelzellen erfolgt mit einer Trans- 
well Culture Chamber (Costar, Cambridge, MA), deren obere und untere Kulturkammer 
durch einen Polycarbonat-Filter mit 8 i^m-Poren getrennt sind. Die Zellen (100 \x\ bei einer 
Konzentration von 1 Million Zellen/ml) werden in der oberen Kammer ausgesetzt. Nach 2 
Stunden werden 60 ng/ml PDGF-BB Oder PDGF-AA (Upstate Biotechnology Inc., Lake 
Placid, NY) in die untere Kammer gegeben, supplementlert mit 0,5 % fetalem Kalberserum 
und 0,1 % Rinderserumalbumin, und die Testverbindung wird in Konzentrationen von 3, 1, 
0,3, 0,1 , 0,03, 0,01 und 0,003 uM zugegeben. Zur Messung der Fibronectin-abhangigen 
Migration werden die Transwell Chambers mit Fibronectin bei einer Konzentration von 10 
(ag/ml wahrend 24 h bei 4 °C bedeckt (humanes zellulares Fibronectin, Upstate Biotechno- 
logy Inc.). Nach 24 h Migration werden die Filter entfernt, in Methanol fixiert und mit Mayers 
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BrdU-Markierungsreagenz (ZYMED, San Francisco, CA) i.v. wahrend der postoperativen 
Stunden 0 bis 72 (insgesamt 6 mal 0.1 ml) verabreicht. Zur Quantifizierung der Proliferation 
wahrend der anfanglichen Migrationsweile erhalten die Ratten 3 x 0,1 ml BrdU-Markierungs- 
reagens in 8-stundigen Interva^n wahrend der Stunden 72-96 nach der Operation. Zur 
Quantifizierung der Proliferation am Ende der anfanglichen Migrationsweile erhalt eine dritte 
Gruppe von Ratten 0,3 ml BrdU als Puis drei Stunden vor der Totung. 

Histologische Proben werden in 3% Paraformaldehyd-Losung wahrend 4 h fixiert zur Paraf- 
fin-Einbettung. Morphologische Veranderungen werden aus Paraffin-Schnitten, die mit 
Mayer's Hamatoxylin-Eosin gefarbt sind, ausgewertet. Die Zellzahlen unterschiedlicher Ge- 
fass-Schnitte werden bei 400-facher Vergrosserung berechnet. Zur Identifikation in Kultur 
gehaltener Zellen und von Zellen, die innerhalb von vier Tagen nach der Denudations-Ver- 
letzung in der Neo-lntima erscheinen, werden mit einem Antikorper gegen a-Aktin aus glat- 
ten Muskelzellen (Bio-Makor, Rehovot, Israel) immunhistochemische Farbungen Aceton- 
fixierter Proben vorgenommen. Primare glatte Muskelzellen werden auf Aceton-fixierten 
Glas-Deckplattchen mit derselben Farbungsmethode identifiziert. Die Schnitte werden mit 
dem primaren Antikorper (Verdunnung 1 :2000) inkubiert, gewaschen und nacheinander mit 
peroxidase-konjugiertem Kaninchen-Antimaus-lg und Ziegen-Anti-Kaninchen Ig inkubiert, 
gefolgt-von-Behandlung-mit-Substratl6sung-mit-dem-ehromogen-3=Amlno=9=ethylcarbazol — 
und Wasserstoffperoxid. BrdU-Farbungen werden aus Paraffin-Querschnitten unter Ver- 
wendung eines primaren Maus-Antikorpers (Bu20a. Dako, A/S, Danemark) und des Vecta- 
stain Elite ABC-Kits (Vector Laboratories, Burliname, CA) erstellt. Die Schnitte werden de- 
paraffinisiert und bei 500 W mit der Mikrowelle behandelt (2x5 min in 0,1 M Zitratpuffer, pH 
6,), gefolgt von einer Behandlung mit 95 % Formamid in 0,15 M Trinatriumzitrat bei 70 °C 
wahrend 45 min. Antikorperverdunnungen werden nach den Herstellerangaben vorgenom- 
men. Die Schnitte werden mit Mayer's Hamatoxilin und Eosin gegengefarbt, und positive 
Zellen werden getrennt fur die Initima-, die Media- und die Adventitia-Schichten gezahlt. 

In behandelten Tieren wird in der Carotis eine signifikante Abnahme der Zellzahl glatter 
Muskelzellen in der Intima gefunden. Auch in der Adventitia und der Media kann eine 
signifikante Abnahme der Zellzahl gefunden werden. Durch das Methansulfonsauread- 
ditionssalz der Verbindung der Formel I kann eine leichte Verminderung der absoluten Zahl 
der BrdU-gefarbten Zellen in der Intima, Media und Adventitia wahrend der ersten zwei 
Markierungsperioden (0-72 und 72-96 h) gefunden werden, nach 93-96 h findet sich eine 
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wie auch der Prostata-Karzinome DU145 (ATCC: HTB81) und PC-3 (ATCC: CRL1435); des 
Blasen-Karzinoms T24 (ATCC: HTB4) und des Epithelialkarzinoms KB31, die in weibliche 
Oder mamnnfiche Balb/c-Nacktmause transplantiert werden. 

Tumore werden erhalten nach subkutaner jnjektion von Zellen (Minimunn 2x10® Zellen in 
1 00 ml phosphatgepufferter physiologlsche Kochsalzlosung) in die Tragermause (4-8 
Mause pro Zellinie). Die resultierenden Tumoren werden seriell durch mindestens drei 
aufeinander folgende Transplantationen geschleust, bevor die Behandlung begonnen wird. 
Tumorfragmente (ungefahr je. 25 mg) werden s.c. indie linke Flanke der Versuchstiere 
mittels einer 13-gauge Trocar-Nadel unter Forene-Narkose (Abbott, Schweiz) implantiert. 
Alle mit Ostrogenabhangigen Tumoren transplantierten Mause werden zusatzlich mit einem 
Ostrogen-Pellet (1 .0 cm eines Rohrchens mit fur medizinische Zwecke geeigneter Qualitat, 
Dow Chemicals, mit 5 mg estradiol, Sigma) versorgt. Die Behandlung wird routinemassig 
(d.h. be! niedriger oder mittlerer Tumorbelastung) begonnen, sobald die Tumoren einen 
mittleren Durchmesser von 100 mm^ erreicht. Das Tumonwachstum wird ein- zwei- Oder 
dreimal wochentlich (abhangig vom Tumorwachstum der Tumorzellinie) und 24 h nach der 
letzten Behandlung durch Messung der perpendikularen Durchmesser ermittelt. Die Tumor- 
volumina werden gemass der Formel L x D x p/6 ermittelt (siehe Evans, B.D., Smith, I.E., 
Shorthouse, A.J. and Millar, J.J., Brit. J. Cancer, 45: 466-468, 1982). Die Antitumoraktivitat 
wird ausgedruckt als T/C% (mittlere Zunahme des Tumorvolumens behandelter Tiere geteilt 
durch mittlere Zunahme des Tumorvolumens der Kontrolltiere multipliziert mit 100). Tumor- 
regression (%) reprasentiert das kleinste mittlere Tumorvolumen verglichen mit dem mitt- 
leren Tumorvolumen bei Beginn der Behandlung. Jedes Tier, in dem der Tumor eine Gros- 
se von mehr als 1 ,5 bis 2 cm^ erreicht, wird getotet. 

Die Testverbindung wird einmal taglich wahrend 2 bis 7 aufeinanderfolgenden Wochen 
entweder p.o. oder Lv. verabreicht. 

Das Methansulfonsaureadditionssalz der Verbindung der Formel I wird entweder in sterilem 
Wasser verdunnt oder in steriler 0,9 %-iger Kochsalzlosung. 
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Lungen Schwammzellkarzinom NCI-H596 


56 (30) 


n.t. 


Brustkarzinom MDA-MB 231 


58 (23) 


n.t. 



(*) Tagliche Behandlung fur die in Klammern angegebene Zjahl von Tagen. 

Bel den transformierten Zellinien (v-sis, c-sis und Balb/c AMuLV) werden 1x10^ Zellen am 
Tag 0 in die linke Flanke jedes Tieres injiziert (n = 6/Gruppe). Fur alle anderen Zellinien 
werden Tumorfragnnente von etwa 25 mg in die linkle Flanke mannlicher oder weiblicher 
Balb/c-Nacktmause injiziert (n = 6/Gruppe). Die Behandlung wird begonnen, sobald der 
Tumor ein mittleres Volumen von 100 bis 150 mm^ erreicht hat, und einmal taglich fur die in 
der Tabelle angegebene Zahl von Tagen erfolgt Verabreichung des Saureadditionssalzes 
der Formel I. Das Behandlungsende ist immer erreicht, sobald die Placebo-behandelte 
Gruppe ein mittleres Tumorvolumen von 1 ,5 bis 2 cm^ erreicht. Die T/C %-Werte werden 24 
Stunden nach der letzten Behandlung ermittelt. 

Es zeigt sich also stets eine deutliche Hemmung des Tumorwachstums. 

Die Erfindung betrrfft auch ein Verfahren zur Behandlung von Warmblutern, die an einer der 
oben genannten Erkrankungen, insbesondere einer Tumorerkrankung leiden, wobei man 
Warmblutern. die einer solchen Behandlung bedurfen, eine gegen die jeweilige Erkrankung 
wirksame, insbesondere eine wirksame antiproliferative, insbesondere tumorhemmende 
Menge der p-Kristallform des Methansulfonsaureadditionssalzes der Verbindung der Formel 
I verabreicht. Die Erfirrdung betrifft ausserdem die Verwendung der p-Kristallform des 
Methansulfonsaureadditionssatzes der Verbindung der Formel I zur Hemmung der oben 
genannten Tyrosinkinasen, insbesondere PDGF-Rezeptor-Kinase, der v-abl-Kinase 
und/oder der c-kit-Rezeptor-Kinase oder zur Herstellung von pharmazeutischen Praparaten 
zur Anwendung zur therapeutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen Kor- 
pers. Dabei werden an einen Warmbluter von etwa 70 kg Korpergewicht je nach Spezies, 
Alter, individuellem Zustand, Applikationsweise und dem jeweiligen Krankheitsbild wirksame 
Dosen, z.B. tagliche Dosen von etwa 1 - 2500 mg, vorzugsweise 1-1000 mg, insbesondere 
5-500 mg verabreicht. 
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Laufmittel fGradienten): 
HPLC-Gradient: 

0 % b) in a) wahrend 20 Minuten.. anschliessend 0% 30% b) in a) in 10 Minuten., 

anschliessend 30% b) in a) wahrend 5 Minuten. 

Laufmittel a): lonenpaar-Reagenz und Methanol (420 ml + 580 ml) 

Laufmittel b): lonenpaar-Reagenz und Methanol (40 ml + 960 ml) 

lonenpaar-Reagenz: 7.5 g 1 -Oktansulfonsaure gelost in etwa 800 ml Wasser, pH-Wert mit 
Phosphorsaure auf 2.5 eingestellt und mit Wasser auf 1000 ml verdunnt. 
Saule: 150 x 3,9 mm, gefullt mit Symmetry C18 5^ (Waters), voraquilibriert mit Laufmittel a) 
Flussrate 1,2 ml/min, UV-Detektion be! 267 nm. 

Beispiele: 

Beispiel 1 . Herstellung der p-Kristallform von 4-(4-Methvl-piperazin-1-vlmethvl)-N-[4-methvl- 
3-(4-pyridin-3-yl)-pvrimidin-2-vlamino)-phenvn-benzamid-methansulfonat - Variante 1 
Eine 11%-ige (w/w) Suspension von 4-(4-Methyl-piperazin-1-ylmethyl)-N-[4-methyl-3-(4- 
pyridin-3-yl)-pyrimidin-2-ylamino)-phenyl]-benzamid-methansulfonat in der a-Kristallform 
wird wahrend zwei Tagen be! etwa 25 °C in Methanol digeriert. Die Kristalle werden durch 
Filtration auf einem Giasfiiter mit G4-Fritte isoliert und uber Nacht bei Raumtemperatur auf 
einem Filterpapier getrocknet. Smp (durch DSC): 217 "^C (Beginn des Schmelzens). 

Das Ausgangsmaterial, 4-(4-Methyl-piperazin-1 -ylmethyt)-N-[4-methyl-3-(4-pyridin-3-yl)- 
pyrimidin-2-ylamino)-phenyl]-benzamid-methansulfonat, wird wie folgt hergestellt: 

98.6 g (0.2 mo!) freies 4-(4-Methyl-piperazin-1-ylmethyl)-N-[4-methyl-3-(4-pyridin-3-yl)-pyri- 
midin-2-ylamino)-phenyl]-benzamid (Herstellung siehe z.B. EP-A-0 564 409) wird in 1.4 I 
Ethanol vorgelegt. Zu dieser beigen Suspension wird 19.2 gr (0.2 mol) Methansulfonsaure 
innerhalb von 20 min zugetropft. Die Losung wird wahrend 20 min am Ruckfluss erhitzt und 
dann bei 65° kiar filtriert. Das Filtrat wird zur Halfte eingeengt und der Ruckstand bei 25 °C 
abfiltriert (Nutschgut A). Die Mutterlauge wird zur Trockene eingeengt. Dieser Ruckstand 
und das Nutschgut A werden in 2.2 I Ethanol suspendiert und bei Ruckfluss durch Zugabe 
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Tabletten, enthaltend 20 mg des im Titel genannten Wirkstoffs, werden in folgender 
Zusammensetzung in ubiicher Weise hergestellt: 



Zusammensetzuna ^ 

Wirkstoff 20 mg 

Weizenstarke 60 mg 

Milchzucker 50 mg 

Kolloidaie Kieselsaure 5 mg 

Talk 9 mg 

Magnesiumstearat 1 mg 



145 mg 

Herstellung: Der Wirkstoff wird mit einem Teil der Weizenstarke, mit Milchzucker und 
kolloidaler Kieselsaure gemischt und die Mischung durch ein Sieb getrieben. Ein weiterer 
Teil der Weizenstarke wird mit der 5-fachen Menge Wasser auf dem Waserbad verkleistert 
und die Pulvermischung mit diesen Kleister angeknetet, bis eine schwach plastische Masse 
entstanden ist. 



Die plastische Masse wird durch eine Sieb von ca. 3 mm Maschenweite gedruckt, 
getrocknet und das erhaltene trockene Granulat nochmals durch ein Sieb getrieben. Darauf 
werden die restliche Weizenstarke, Talk und Magnesiumstearat zugemischt und die 
Mischung zu Tabletten von 145 mg mit Bruchkerbe verpresst. 

Beispiel 5: Tabletten mit 4-[f4-Methvl-1-piperazinynmethyl1-N-[4-methyl-3-[f4-(3-pvridinvl)-2- 
Pvrimidinvl]amino]-phenvl]-benzamid methansulfonat p-Kristallform 
Tabletten, enthaltend 100 mg des im Titel genannten Wirkstoffs, werden in folgender 
Zusammensetzung in ubiicher Weise hergestellt: 



Zusammensetzuna 

Wirkstoff 100 mg 

kristalline Laktose 240 mg 

Avicel 80 mg 
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Patentanspruche : 

1 . Eine Form des Methansulfoi^aureadditionssalzes einer Verbindung der Formel I, 




(I) 



welche nicht-nadelformige Kristalle umfasst. 

2. Eine nicht-nadelformige Kristallform des Methansulfonsaureadditionssalzes der 
Verbindung der Formel I gemass Anspruch 1 . 

3. Eine Kristallform des Methansulfonsaureadditionssalzes der Verbindung der Formel I 
gemass einem der Anspruche 1 und 2, welche im Rontgenbeugungsdiagramm nicht den in 
Fig, 1/3 mit (1) markierten Peak zeigt. 

4. Eine Kristallform des Methansulfonsaureadditionssalzes der Verbindung der Formel I 
gemass Anspruch 1 Oder 2, welche bei 93 % relativer Luftfeuchtigkeit bei 25 °C noch 
trocken bleibt. 

5. Eine Kristallform des Methansulfonsaureadditionssalzes der Verbindung der Formel i 
gemass einem der Anspruche 2 bis 4 in im wesentlichen reiner Form. 

6. Eine Kristallform gemass einem der Anspruch 2 bis 4 des Methansulfonsauread- 
ditionssalzes der Verbindung der Formel t, welche als p-Kristallform bezeichnet wird. 

7. Die p-Kristallform des Methansulfonsaureadditionssalzes der Verbindung der Formel I 
gemass Anspruch 6, welche In im wesentlichen reiner Form vorliegt. 



-27- 



16. Verwendung einer Form des Methansulfonsaureadditionssalzes der Verbindung der 
Formel I gemass einem der Anspruche 1 bis 13 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandlung einer Tumorerkrankung. 

17. Verfahren zur Herstellung der p-Kristallform des Methansulfonsaureadditionssalzes der 
Verbindung der Formel I gemass Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass man 

a) eine andere Kristallform oder ein amorphes Ausgangsmaterial des Methansulfonsaure- 
additionssalzes der Verbindung der Formel I mit einem geeigneten polaren Losungsmittel, 
insbesondere einem Alkohol, wie Methanol oder Ethanol, einem Keton, wie Aceton, einem 
N,N-Diniederalkylniederalkancarbonsaureamid, wie N,N-Dimethylformamid oder -acetamid, 
Oder einem hydrophilen Ether, wie Dioxan, vorzugsweise in Gegenwart von etwas Wasser, 
Oder Gemischen davon, in Suspension bei geeigneter Temperatur, vorzugsweise bei einer 
Temperatur zwischen 20 und 50 °C, z.B. bei etwa 25 °C, digeriert, oder 

b) eine andere Kristallform oder ein amorphes Ausgangsmaterial des Methansulfonsaure- 
additionssalzes der Verbindung der Formel I in einem geeigneten polaren Losungsmittel, 

-wie-insbesondere-einem Alkoholrwie-Methanol oder Ethanol, einem Keton; wie Aceton; 

einem N,N-Diniederalkylniederalkancarbonsaureamid, wie N,N-Dimethylformamid Oder - 
acetamid, Oder einem hydrophilen Ether, wie Dioxan, oder Gemischen davon, vorzugsweise 
in Gegenwart von etwas Wasser, bei geeigneter Temperatur auflost, beispielsweise, 
nachdem man das Losungsmittel erwarmt hat, oder unter Erwarmen wahrend des 
Auflosens, vorzugsweise in beiden Fallen auf 25 °C bis zur Ruckflusstemperatur des 
Reaktionsgemisches, und anschliessend durch Zugabe einer geringen Menge der p- 
Kristallform als Impfkristall bei geeigneter Temperatur, beispielsweise zwischen 0 und 70 
°C, vorzugsweise zwischen 20 und 70 °C, die Kristallisation einleitet. 



Unyer!f r.d?r7!iches Exemplai 
Exempii;-.-i i.. variable 
Esempiare immutabile 
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FIG 1/3 (alfa-form) 
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FIG 2/3 (beta-form) 
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